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利用 线粒体 CO 开 基 因 序 列 对 中 国 尾 峡 蝶 属 
系统 分 化 的 研究 
( 鳞 翅 目 : 峡 蝶 科 ) 
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摘要 : 利用 线粒体 COII 基因 序列 分 析 法 ,研究 了 我 国 尾 峡 蝶 属 5 种 蝴蝶 的 系统 分 化 。 结 果 表 明 , 在 尾 时 蝶 属 5 个 种 的 12 个 样 
品 中 ,405 bp 长 的 COI 片段 有 11.4 锡 的 位 点 为 多 态 性 位 点 ,大 部 分 的 碱 基 改变 是 转换 。 各 物种 内 不 同 个 体 间 的 差异 明显 小 于 
不 同 物种 间 的 差异 ,种 内 个 体 间 的 差异 一 般 为 0.5% ~1.5%, 各 物种 间 的 差异 绝 大 多 数 在 4% 以 上 。 利 用 最 大 似 然 性 法 构建 
的 尾 时 蝶 属 聚 类 关系 图 显示 , 尾 峡 蝶 属 蝴蝶 分 为 两 大 分 文 ,一 文 包括 大 二 尾 峡 嵘 、 二 尾 责 蝶 和 起 忧 尾 峡 蝶 , 男 外 一 个 分 支 包 括 
罕 斑 风 尾 峡 蝶 和 黑 凤 尾 蝶 聚 在 一 起 。 在 大 二 尾 时 蝶 、 二 尾 时 蝶 和 环 忧 尾 蝶 这 一 分 文中 , 大 二 尾 时 蝶 和 二 忧 尾 上 蝶 的 亲缘 
关系 较 近 , 而 二 尾 峡 蝶 较 远 。 这 些 分 子 系统 学 的 结果 均 与 形态 学 的 结果 相 一 致 , 是 对 形态 分 类 的 有 力 文 持 。 
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Phylogenetic analysis of Polyura in China inferred from mitochondrial COII 


sequences( Lepidoptera: Nymphalidae) 

WANG Rong-Jiang, WAN Hong, LONG Yu，LEI Guang-Chun, LI Shao-Wen (College of Life Sciences, Peking 
University, Beijing 100871, China) 

Abstract: Phylogenetic analysis of 9 Chinese species of the genus Polyura was conducted based on mitochondrial COII 














sequences. The results showed that there were 11.4% polymorphic loci in 405 bp length of partial COIL in 12 specimens 
of the 9 species of Polyura, and most of them were transformed through transition. The difference among individuals 
within species (0.5% — 1.5%) was almost all lower than the difference among species ( > 4% )，except that the 
difference between 2 individuals of P. athamas was higher than that between P. eudamippus and P. nepenthes. The 
dendrogram of the Chinese Polyura inferred by maximum likelihood method showed that there are 2 distinct clusters in the 
Chinese Polyura, in which one includes P. narcaea, P. eudamippus and P. nepenthes, and the other includes P. 
schreiber and P. athamas. The topological structure of the dendrogram is consistent with the morphological result. 
Therefore, the results of molecular phylogenetic analysis suppott the morphological results in genus Polyura. 
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随 着 分 子 生物 学 的 迅速 发 展 , 多 种 DNA 分 析 方 
法 被 用 来 研究 不 同类 群 , 物 种 和 种 群 间 的 遗传 差异 ， 
从 而 服务 于 系统 发 生 、 物 种 分 类 和 种 群 遗传 分 化 等 
领域 的 研究 。DNA 分 析 已 成 为 许多 传统 研究 领域 
的 重要 辅助 手段 之 一 。 在 各 种 方法 中 , DNA 序列 分 
析 能 够 直接 反应 出 碱 基 的 差异 ,而 序列 分 析 的 商业 
化 也 大 大 降低 了 实验 成 本 , 因此 DNA 序列 分 析 被 越 
来 越 多 地 应 用 于 各 项 研究 之 中 ( 陈 永 久 等 , 1999; 李 
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正 西 和 沈 佐 锐 ,2002; 罗 晨 等 ,2002)。 线 粒 体 基 因 是 
常用 的 目的 基因 ,这 主要 是 因为 线粒体 基因 组 分 子 
量 小 ,拷贝 数 多 , 符合 严格 的 母系 遗传 方式 , 比 核 基 
因 组 有 更 高 的 进化 速率 等 (Brown，1983)。 我 们 应 用 
线粒体 细胞 色素 氧化 酶 [ (COITD)DNA 序列 的 比较 来 
研究 我 国 尾 峡 蝶 属 蝴蝶 的 系统 分 化 关系 。 
尾 时 蝶 是 中 大 型 蝶 类 , 属 鲜 翅 目 Lepidoptera, 蝶 
蝶 科 Nymphalidae, 尾 峡 蝶 属 Polyura。 在 中 国 已 知 有 
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8 种 尾 时 蝶 , 主要 分 布 于 我 国 南方 的 广大 地 区 ( 周 
芜 ,1994)。 和 我 国 大 多 数 蝴 蝶 的 状况 一 样 , 尾 峡 蝶 
的 基础 研究 十 分 缺乏 , 其 系统 分 化 和 分 子 生 物 学 等 
方面 的 研究 更 是 空白 。 另 外, 大 二 尾 峡 蝶 P. 
eudamippus Doubleday 有 5 个 亚 种 ,在 我 国 南 方 由 西 
问 东 分 布 ,利用 COI[ 序列 分 析 将 会 揭示 地 理 变 迁 与 
生物 分 布 格局 间 的 关系 。 由 于 同一 基因 的 变异 速率 
在 不 同 物种 中 会 有 所 不 同 , 对 同一 属 内 近 缘 种 的 研 
究 将 有 助 于 其 种 内 分 化 的 研究 。 因 此 ,对 尾 峡 蝶 属 
系统 分 化 的 研究 不 仅 就 是 对 其 基础 研究 的 补充 , 也 
将 有 助 于 我 们 对 大 二 尾 峡 蝶 生 物 地 理 格 局 的 研究 。 


47 着 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 昆虫 

本 研究 共 选 取 尾 峡 蝶 属 蝴蝶 种 12 个 标本 ,其 
中 大 二 尾 峡 蝶 P，eudamippus Doubleday、 二 尾 时 蝶 
P. narcaea Hewitson 和 罕 斑 风 尾 峡 蝶 已 ，atjhamas 
Drury 各 为 3 个 标本 , 忘 忧 尾 峡 蝶 已 ，nepenthes Grose- 
Smith 为 2 个 标本 , 黑 凤 尾 峡 蝶 P， schreiber Godart 为 
1 个 标本 ,材料 的 来 源 和 采集 时 间 见 表 1。 所 有 标本 
都 是 用 常规 方法 干 制 ,常温 保存 。 


表 1 所 用 尾 峡 蝶 属 Polyura 蝴蝶 标本 的 来 源 以 及 COI 序列 在 EMBL 核酸 序列 库 中 的 接受 号 
Table 1] The collection locations, date, and collectors of the studied specimens of Polyura 
and the accession number of COI in EMBL GenBank 





物种 标本 编号 采集 地 点 采集 时 间 采集 者 COII 序 列 GenBank 登录 号 
Species Specimen code Collection location Collection date Collector GenBank accession number of COII 
台湾 南山 溪 陈 丽 珍 
只 2 
Nanshanxi, Taiwan booed CHEN Li-Zhen S00 
大 二 尾 时 蝶 云南 西双版纳 吴 云 
P. eudamippus Doubleday Xishuangbannas Yunnan Pe WU Yun AJS15588 
广东 北部 际 锡 昌 
-> North Guangdong We CHEN Xi-Chang 人 
湖南 壶 瓶 山 姓 锦 仙 
0 Hupingshan, Hunan sl YAO Jin-Xian AJS07636 
二 尾 峡 蝶 四 川 宝 兴 孙 错 
P. Pareaea Hewitson 下 Baoxing, Sichuan 1999.7.26 SUN Kai AJS07638 
台湾 台 东 县 徐 十 峰 
A FE 
0 Taidong, Taiwan he TSU Yu-Feng AJS07641 
广东 梅县 万 宏 
Meixian, Guangdong 1999.8.7 WAN Hong AJS315232 
罕 碘 凤 尾 时 蝶 广东 梅县 万 宏 
P. athamas Drmny 全 Meixian, Guangdong ee WAN Hong AlS15233 
广西 百色 万 宏 
人 Bose, Guangxi od WAN Hong Rt 
黑 凤 尾 峡 蝶 云南 西双版纳 吴 云 
P. schreiber Godart Xishuangbanna，Yunnan 1998.5 WU Yun AJS13235 
: j 冬 苏 
访 忧 尾 峡 嵌 WI , 下 区 1998.6 于 AJ515236 
Jiulianshan, Jiangxi DING Dong-Sun 
P. nepenthes Grose-Smith 汪汪 
海南 霸王 崔 张 春 兰 
Bawangling，Hainan ee ZHANG Chun-Lan Og 


1.2 DNA 提取 

提取 参照 Zimmermann 等 (2000) 的 方法 , 略 做 改 
进 。 取 下 蝴蝶 的 一 只 足 , 加 入 250 nL 提取 缓冲 液 
(50 mmolL pH 8.0 Tris-HCI，25 mmol/L NaCl, 25 
mmol/L pH 8.0 EDTA, 0.1 % SDS), 用 塑料 小 标 将 晴 
蝶 足 捣 碎 。 加 入 2 pL 20 mg/mL 和 蛋白酶 K, 混 匀 ， 


60 乞 保温 至 少 3 h。 经 酚 和 和 氯仿 纯化 后 ,加 入 2 倍 体 
积 的 无 水 乙醇 沉淀 DNA。DNA 沉淀 经 70% 乙醇 清 
洗 , 空气 干燥 后 , 溶 于 50 pL TE,4% 保 存 备 用 。 
1.3 COI 的 扩 增 、 纯 化 及 测序 

PCR 扩 增 的 目的 片段 为 线粒体 DNA 细胞 色素 
氧化 酶 ICCOID5' 端 一 段 405 bp 的 DNA 片段 。 引 物 
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选用 Simon 等 (1994) 设 计 的 通用 引物 C2-N-3494 和 
由 通用 引物 TL2-J-3037 改进 的 TLLCWang and Long， 
2003)。20 pL PCR 扩 增 体系 包括 1 U Taq 酶 ,1 x 反 
应 缓冲 液 ,2.5 mmol/L Mg' ,0.25 mmol/L dNTP,2 个 
引物 各 40 ng; 1 nL DNA 溶液 。PCR 扩 增 程序 为 
94 作 预 变性 5 min, 然后 进行 以 下 30 个 循环 : 94% 变 
性 30 s,55 人 退火 30 s,72 人 C 延 伸 1 min。 循 环 结束 后 
72 人 延伸 5 min。1.6% 琼脂 糖 电 泳 检测 PCR 产物 
后 ,用 Promega 的 DNA 纯化 试剂 盒 纯化 , 送 上 海 博 亚 
公司 和 军事 医学 科学 院 用 自动 测序 仪 直接 测序 。 
1.4 有 天 数据 分 析 

得 到 DNA 序列 后 , 使 用 ClustalWCThompson 等 ， 
1994) 软件 进行 排序 。 使 用 PHYLIP 3.5c 软件 包 
《Felsenstein，1993 ) 进 行 有 关 分 析 。 另 外 从 EMBL 核 
酸 序列 库 中 选取 柑 桶 凤 蝶 Papilio xuthus L. 的 相应 片 
段 作 为 参照 (AF043999, Caterino and Sperling，1999)。 


2 结果 


2.1 COI 序列 的 变异 

根据 所 选用 引物 的 位 置 , 可 以 估计 所 扩 增 片段 
的 大 小 约 为 500 bp。 电 泳 检测 结果 显示 ,所 有 标本 
的 PCR 产物 均 为 500 bp, 与 预计 的 相符 。 产 物 经 纯 
化 后 由 DNA 自动 测序 仪 测定 其 序列 , 去除 $' 端 部 分 


tRNA-Leu 片段 后 , 即 可 得 到 COI 基因 由 5' 端 开始 的 
长 度 为 405 bp 的 片段 的 DNA 序列 。 所 得 各 序列 在 
EMBL 核酸 序列 库 中 的 接受 号 见 表 1。 在 尾 峡 嵘 属 5 
个 种 的 12 个 样品 中 ,有 46 个 位 点 为 多 态 性 位 点 , 占 
全 部 位 点 的 11.4%。 表 2 列 出 了 尾 峡 蝶 12 个 样品 
以 及 柑橘 凤 蝶 两 两 之 间 的 碱 基 转 换 (Ctransition7 和 苏 
换 (transversion) 的 数目 及 差异 总 数 。 在 大 二 尾 峡 内、 
二 尾 峡 蝶 和 态 忧 尾 峡 蝶 种 内 个 体 间 碱 基 差 异 在 1 ~ 
6 个 , 罕 斑 凤 尾 时 蝶 种 内 个 体 间 碱 基 差 异 最 多 的 为 
11 个 ,而 种 间 的 差异 除了 大 二 尾 峡 蝶 和 在 忧 尾 峡 嵘 
之 间 的 差异 为 9~ 11 个 碱 基 , 其 它 的 在 15 ~ 24 个 碱 
基 之 间 。 基 本 上 说 , 尾 时 蝶 属 内 各 物种 内 不 同 个 体 
间 的 差异 也 明显 小 于 不 同 物种 间 的 差异 。 和 尾 峡 蝶 
属相 比 , 柑 橘 凤 蝶 的 这 段 COI 基因 在 381 位 和 384 
位 之 后 各 有 3 个 碱 基 的 插入 ,刚好 是 插入 了 2 个 毛 
基 酸 。 我 们 在 进行 比较 时 暂且 不 考虑 这 6 个 插入 的 
碱 基 。 柑 桶 凤 蝶 和 尾 峡 蝶 差 异 的 碱 基 总 数 在 54 ~ 
58 个 , 占 全 部 的 13.3% ~ 14.3%, 远 远大 于 尾 峡 蝶 
属 内 部 的 碱 基 差 异 (0.5% ~ 5.9% )。 从 碱 基 差异 的 
形式 上 看 ,柑橘 凤 蝶 与 尾 蝶 的 碱 基 差 异 主 要 是 颠 
换 , 约 占 总 差异 的 60%; 而 尾 峡 蝶 属 内 部 有 81.5% 
的 碱 基 改 变 是 转换 。 

2.2 系统 分 化 

利用 最 大 似 然 性 法 Cmaximum likelihood method》 


表 2 尾 峡 蝶 属 蝴蝶 COI 基因 的 差异 (上 三 角 为 转换 数 / 三 换 数 ,下 三 角 为 差异 的 碱 基 总 数 ,PX 为 柑橘 凤 蝶 ) 
Table 2 The divergence of mitochondrial COIT among butterflies of Polyura ( upper triangle: number of transition / transversion: 


lower triangle: total number of divergent base; PX: Papilio xuthus) 























0 a de 38 33 上 9 E16 E36 Zl 25 2Z6 H WI W2 PX 
9 3 270 1472 1572 15/2 18/5 18/5 19/4 18/4 811 9f1 22/35 
38 4 511 1573 1673 1473 18/6 18/6 18/5 16/5 812 912 19/36 
33. 2 6 1472 1572 TI372 18/5 18/5 19/4 18/4 9f1 1071 22/35 
名 16 18 16 170 370 TI3/4 TI3/4 13/4 1572 1771 1871 25/33 
E16 17 19 17 了 470 1614 1614 16/14 1672 18/1 19/1 26/33 
E36 17 17 17 3 4 TI4/73 T4/73 TI4/4 1472 16/1 1771 24/33 
Zl 23 24 23 9 20 9 070 8/3 TI73 16/6 1716 18/38 
25 23 24 23 9 20 9 0 8/3 11/3 16/6 1716 18/38 
20 23 23 23 9 20 8 11 11 IT 1673 T773 17/37 
H 22 2 22 了 18 6 16 16 1S 2013 21/3 22732 
WI 9 10 10 18 19 J 22 2 21 23 170 20734 
W2 10 II 11 19 20 3 23 23 22 24 1 20734 
PX 57 33 57 58 39 37 56 56 34 34 34 34 
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分 析 这 段 COII 基因 序列 , 从 而 得 到 尾 峡 蝶 属 蝴蝶 的 
聚 类 关系 图 (图 1)。 用 Bootstrap 做 500 次 重 取 样 分 
析 , 得 到 各 分 支 的 置信 度 在 49 ~ 100。 由 图 1 可 以 看 
出 , 柑 桶 凤 蝶 很 清楚 地 与 尾 时 蝶 属 蝴 蝶 区 分 开 , 在 尾 
峡 蝶 属 中 , 同一 种 的 不 同 个 体 首 先 聚 在 一 起 ,形成 该 


-9 


]00 


种 的 分 文 从 。 大 二 尾 峡 蝶 先 与 态 忧 尾 峡 蝶 育 在 一 
起 ,而 后 和 二 尾 峡 蝶 形 成 一 个 分 支 ,而 罕 斑 凤 尾 峡 蝶 
和 黑 凤 尾 时 蝶 聚 在 一 起 成 为 另外 一 个 分 支 , 两 个 分 


文 之 间 存 在 很 明显 的 区 分 。 
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图 1 最 大 似 然 性 法 分 析 线 粒 体 COII 基因 序列 得 到 的 尾 时 蝶 属 5 个 种 之 间 的 聚 类 关系 图 (柑橘 凤 蝶 为 外 群 ) 
Fig. 1 The dendrogram of $ species of Polyura butterfly based on mitochondrial COI sequence by maximum likelihood 


method ( Papilio xuthus as outgroup) 
各 分 支 上 的 数字 表示 该 分 支 Bootstrap 检验 的 支持 度 。 


Support for each branch is given by bootstrap replicate. 


3 讨论 


在 线粒体 基因 组 中 , 细胞 色素 氧化 酶 荆 基 因 
CCOI) 是 在 昆虫 系统 进化 研究 中 使 用 最 多 的 蛋白 质 
编码 基因 之 一 CLiu and Beckenbach，1992; Brower and 
DeSalle，1998; Nice and Shapiro，2001)。 根 据 已 有 的 
研究 , COIT 基因 序列 种 内 差异 一 般 为 1% ~ 2% 
(Sperling and Hickey，1994), 近 缘 种 之 间 的 差异 在 
4 络 左 右 CSperling et al.,1996)。 我 们 所 分 析 的 大 二 
尾 峡 蝶 和 二 尾 峡 蝶 种 内 个 体 间 的 差异 为 0.5% ~ 
1.5%, 而 尾 峡 蝶 属 内 各 物种 间 的 差异 绝 大 多 数 在 
4% 以 上 , 这 与 上 面 提 到 的 研究 结果 基本 一 致 。 但 
是 , 罕 斑 凤 尾 峡 蝶 的 2 个 个 体 间 的 差异 却 达 到 了 
2.7 ,甚至 大 于 大 二 尾 峡 蝶 和 玉 忧 尾 时 蝶 的 种 间 差 
开 (2.2% ~ 2.5%)。 这 一 结果 有 两 种 可 能 的 解释 ， 





其 一 , 尾 时 蝶 属 内 不 同文 系 COII 基因 分 化 速率 有 所 
不 同 ;其 二 ,现在 认为 的 罕 斑 凤 尾 峡 蝶 已 经 分 化 为 两 
个 种 ,只 是 形态 学 特征 尚 不 明显 或 不 为 人 所 重视 。 
这 都 有 竺 于 进一步 深入 的 研究 。Brower<1994) 推 算 
出 COII 在 纯 峡 嵘 属 Heliconius 中 每 百 万 年 有 2% 的 
序列 差异 , 据 此 计算 ,大 二 尾 峡 蝶 和 忘 忧 尾 时 蝶 的 分 
化 大 约 发 生 在 120 万 年 前 ,而 和 二 尾 峡 蝶 则 在 210 
万 年 前 就 产生 了 分 化 , 黑 凤 尾 峡 嵘 和 窜 斑 凤 尾 峡 蝶 
的 分 化 约 在 190 万 年 前 ,而 尾 峡 蝶 属 的 两 大 支 系 在 
大 约 280 万 年 前 就 已 分 化 了 。 

我 们 根据 线粒体 COII 基因 序列 构建 的 尾 峡 蝶 
属 系 统 分 化 关系 , 与 形态 学 分 类 的 结果 基本 一 致 。 
黑 凤 尾 峡 蝶 和 罕 班 凤 尾 峡 蝶 在 翅 面 颜色 和 图 案 上 都 
有 较 大 的 相似 性 , 大 二 尾 峡 蝶 、 二 尾 峡 蝶 和 态 忧 尾 峡 
蝶 的 翅 面 颜色 和 图 案 也 十 分 接近 , 而 丙 者 之 间 却 有 
着 明显 的 不 同 CSmiles，1982)。 基 于 COI 基因 序列 
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的 聚 类 关系 图 (图 1) 也 显示 出 黑 凤 尾 峡 蝶 和 罕 斑 风 
尾 峡 蝶 一 支 与 大 二 尾 峡 蝶 、 二 尾 峡 蝶 和 访 忧 尾 时 蝶 
一 支 之 间 明 显 的 遗传 分 化 。 在 大 二 尾 峡 蝶 、 二 尾 峡 
蝶 和 瑟 忧 尾 峡 蝶 这 一 分 文中 ,二 尾 峡 蝶 在 形态 上 与 
大 二 尾 峡 蝶 和 访 忧 尾 峡 蝶 有 和 较 多 的 不 同 , 如 大 二 尾 
虹 蝶 和 坊 忱 尾 时 蝶 前 翅 正 面 亚 外 缘 都 有 2 列 白斑 ， 
而 二 尾 峡 嵘 则 只 有 1 列 , 二 尾 峡 蝶 后 怒 反 面 眼 点 的 
形状 和 颜色 也 与 大 二 尾 峡 蝶 和 忘 忧 尾 蝶 有 明显 的 
不 同 CSmiles, 1982; 周 尧 ,1994)。 而 大 二 尾 时 蝶 和 瑟 
忧 尾 峡 蝶 的 差别 主要 在 于 大 二 尾 峡 嵘 前 怒 腹 面 都 有 
“Y” 形 条 纹 , 访 忧 尾 峡 蝶 则 是 “1” 形 条 纹 。 因 此 ,大 
二 尾 峡 嵘 和 态 忧 尾 遇 蝶 的 亲缘 关系 更 近 一 些 ,而 二 
尾 峡 蝶 则 较 时 分 出 (Smiles，1982)。 本 研究 中 COI 
基因 序列 分 析 的 结果 也 表明 ,大 二 尾 峡 蝶 和 态 忧 尾 
峡 嵘 的 序列 差异 要 比 和 二 尾 峡 蝶 的 小 , 聚 类 关系 图 
的 分 支 结 构 也 与 形态 学 的 相 吻 合 。 在 尾 时 蝶 属 的 系 
统 学 研究 中 , 由 于 种 间 生 殖 器 的 差别 不 大 ,而 采用 了 
区 的 颜色 和 图 案 来 作为 分 类 依据 (Smiles，1982), 本 
研究 分 子 系统 学 的 结果 则 支持 了 形态 学 的 研究 
结果 。 
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